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摘  要  
Clnk/MIST 在一系列细胞因子依赖的造血细胞系中表达，同时也在一些细胞
因子非依赖的肥大细胞系中表达，并且能够与 PLC，Grb2，ADAP 和 HPK-1 等
蛋白相互作用。 
作为 Blnk/SLP-76 接头分子蛋白家族的第三个成员，Clnk 参与免疫受体信号
通路的正向调控。但是，在 Clnk 基因敲除鼠中，Clnk 对 T 细胞，NK 细胞和肥
大细胞的正常分化和发育并不是必须的。 
本论文发现了 Clnk 在免疫信号通路之外的一些功能。我们发现 Clnk 在一系
列细胞因子非依赖的非造血细胞系中表达，比如 L929，B16F10，MCF7 和 HeLa
细胞。在 L929 细胞中，IL-2 和 TNF 的刺激并不能显著增加 Clnk 的转录水平，
但是 Clnk 基因的失活却在一定程度上抑制了 TNF 诱导的细胞坏死。通过 NF-κB
激活和 p38 磷酸化分析，我们发现 Clnk 不参与 TNF 诱导的细胞存活通路。进一
步的研究表明，Clnk 缺失阻止了 TNF 诱导的 ROS 产生，同时，Clnk 很可能是
RIP3 坏死信号通路下游的重要调控蛋白，而且 Clnk 缺失阻止了 TNF 诱导的
MLKL 四聚体的形成和 MLKL 的上膜过程。另外，我们通过质谱技术，鉴定了
两个和 Clnk 相互作用的蛋白 LBR 和 Ago2，并发现 Clnk 和 LBR 二者共定位于
HeLa 细胞的核膜上。同时，我们还发现 Clnk 参与了其他因子诱导的细胞死亡。 
因此，作为一个接头蛋白，Clnk 除了介导免疫受体信号通路，还参与了 TNF



















Clnk/MIST is expressed in a variety of cytokine-dependent hematopoietic cell 
lines as well as some cytokine- independent mast cell lines, and can interact with PLC, 
Grb2, ADAP and HPK-1.  
As a third member of the Blnk/SLP-76 adapter family, Clnk is involved in the 
positive regulation of immunoreceptor signaling. However, Clnk is not essential for 
normal differentiation and function of T cell, NK cell, and mast cell from Clnk 
deficient mice.  
Here we have found some functions about the Clnk protein beyond its primary 
role in response to immunoreceptor signaling. Specifically we provide findings that 
Clnk was expressed in a variety of cytokine- independent nonhematopoietic cell line 
such as L929, B16F10, MCF7 and HeLa. In L929 cell line, both IL-2 and TNF 
couldn’t increase Clnk transcription level evidently, but d isruption of Clnk gene 
confered resistance to TNF-induced necrosis. Through NF-κB activation and p38 
phophorylation analysis, we found that Clnk deficiency didn’t affect survival pathway 
induced by TNF. And further research shows that Clnk deficiency blocked 
TNF-induced ROS generation, and simultaneously Clnk was most likely a key 
mediator of necrosis signaling downstream of the kinase RIP3, and Clnk deficiency 
blocked the generation of MLKL tetramer and the translocation of MLKL to the 
plasma membrane induced by TNF. In addition, through mass spectra technology, we 
identified two proteins LBR and Ago2 that interacted with Clnk, and we found Clnk 
and LBR both co- localized at nuclear envelope in HeLa cells. We also found that Clnk 
was involved in the cell death induced by other factors. 
Therefore, Clnk, as an adaptor protein, may take part in TNF-α induced cell 
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第一章  前  言  
1.1 肿瘤坏死因子（TNF） 




物质称为肿瘤坏死因子(Tumour Necrosis Factor，TNF)。 
TNF 是一类可以直接杀伤肿瘤细胞并致其死亡的细胞因子。最早发现的 TNF
家族成员是 TNF-α 和 TNF-β，其具有高度的序列同源性，且在功能上也有一定
程度的互补性[2-4]。TNF-α 主要由巨噬细胞分泌，LPS 可诱导巨噬细胞产生高水
平的 TNF-α；TNF-β 主要由活化的 T 细胞产生，抗原和丝裂原是诱导其产生的较
强的激动剂。到目前为止，TNF 家族共有 21 个成员，大部分都是跨膜蛋白。除




1.1.2 TNF 能诱导不同的细胞死亡 
基于细胞类型和实验处理条件的不同，TNF 能够诱导不同的细胞死亡方式，
即 TNF 既能引起细胞凋亡，也可诱导细胞坏死[8, 9]。比如，TNF 刺激后，能引起
人乳腺癌细胞 MCF-7、杂交瘤衍生细胞 PC60 和横纹肌肉瘤细胞 KYM-1 等肿瘤
细胞发生凋亡，同时，TNF 也能引起小鼠成纤维细胞 L929 和小鼠纤维肉瘤细胞
WEHI-164 发生细胞坏死[10, 11]。 
虽然 TNF 诱导细胞死亡的信号通路极其复杂，但其信号的传递过程都依赖
于位于细胞膜表面的 TNF 受体（TNFR）。目前已发现的 TNF 受体有 27 个，比
如 TNFR1，TNFR2，FAS，TRAILR 等，构成了 TNF 受体超家族。该家族是一
类跨膜蛋白，N 端在胞外，C 端在胞内，在胞外部分具有多个典型的富含半胱氨
















相关的死亡结构域蛋白（TNF-R1-associated death domain protein，TRADD），而
TRADD 起到接头蛋白的作用，几分钟内便募集了更多的信号蛋白，如 RIP1
（receptor- interacting protein 1）、FADD（Fas-associated death domain protein）和
TRAF2（TNF receptor-associated factor 2）等，这些蛋白将整合 TNF-α 传递的信
息，并基于细胞内在特性和具体条件，进而决定细胞的死亡趋势和走向[12-15]。 
由于 TNF 能诱导不同类型的细胞死亡，所以 TNF 诱导的细胞死亡可作为研
究细胞死亡机制的模型。 
1.1.3 TNF-α 诱导激活 NF-κB 
转录因子 NF-κB（nuclear factor-kappa B）在细胞质中以二聚体形式存在，
并与抑制物 IκBs (NF-κB inhibitors)相互结合成为三聚物，该过程覆盖了位于
NF-κB 上的入核信号，因此 NF-κB 在胞质中是以无活性形式存在的。激酶 IKK 
(the IκB kinase)复合体由两个 IκB 激酶 IKKα、IKKβ 和一个调节亚基 IKKγ/NEMO 
(NF-κB essential modulator)[16]组成。 
当 TNF-α 与 TNFR1 结合后，TNFR1 复合体（TRADD-RIP1-TRAF2）上的
TRAF2募集了cIAPs-E3泛素化连接酶，接着cIAP1/2（cellular inhibitor of apoptosis 
1/2）催化 RIP1 蛋白 Lys377 位的 Lys63 偶联的多聚泛素化[17]，而 RIP1 的多聚泛
素化为转化生长因子 β 活化激酶 1(transforming growth factor‑β-activated kinase 
1 ,TAK1)，TAK1 绑定蛋白 2（TAK1‑binding protein 2 ,TAB2），TAK1 绑定蛋白 3
（TAK1‑binding protein 3 ,TAB3）提供了结合位点[18]。同时，RIP1 的多聚泛素化
链通过结合 IKK 复合体(IKK complex, IKKs)中的调节亚集 IKKγ/NEMO，而募集
IKK 复合体，随之，IKK 复合体中的 IKKβ 被 TAK1 磷酸化而激活。激活的 IKK
迅速磷酸化位于胞质 NF-κB 三聚物中的 IκB，而磷酸化的 IκB 接着被 E3 泛素连
接酶(E3 ubiquitin ligase)识别而泛素化，导致其最终降解，从而脱离 NF-κB，解
除了其对 NF-κB 二聚体的抑制[19]。 
摆脱 IκB 抑制作用的 NF-κB 暴露出自己的核定位信号，移位入核，进而结
合到含有 κB 位点的启动子上，作为转录因子发挥作用，提高一些抗凋亡基因的
表达，如 cIAPs（cellular inhibitor of apoptosis proteins）、c-myc（myelocytomatosis 

















图 1.1 TNF-α 诱导激活 NF-κB 的信号转导通路[19] 



























































图 1.2 凋亡细胞（a）和坏死细胞（b）形态学上的差异[22] 








Bcl-2（B-cell lymphoma/leukemia-2）家族的促凋亡蛋白，如 Bak（Bcl-2 homologous 
antagonist / killer），Bax（Bcl-2 assaciated X protein）和 BID (BH3-interacting domain 
death agonist)来引发，这些蛋白的激活致使线粒体膜电势丧失和膜通透性增加，
从而将线粒体中大量的细胞色素 c（cytochrome c）和 Smac/Diablo 释放到细胞质
中 [25]。细胞色素 c 随后结合细胞凋亡蛋白酶激活因子-1（apoptotic protease 
activating factor-1，Apaf-1），形成 caspase-9 激活蛋白凋亡复合体，进而激活
caspase-9，并最终导致凋亡效应物 caspase-3/7 的切割和活化[26]。Smac/Diablo 消
除了 XIAP（X-linked inhibitor of apoptosis protein）对细胞凋亡蛋白酶的抑制作用，
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